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( 54 ) Agents de protection des cellules contenant des curcuminoides. 

(5?) La pr6sente invention conceme des agents de protec- 
tion des cellules contenant des curcuminoTdes obtenus a 
partir de Curcuma longa L et des agents de protection des 
cellules contenant des curcuminoTdes et de I’acide ascorbi- 
que et/ou de la superoxyde dismutase. Ces agents presen- 
tent une excell ente activity de protection des cellules 
contre les espfeces a oxyg6ne actif et peuvent 6tre utilises 
comme matures cosm6tiques. 
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La pr4sente invention, concerne des agents 
5 de protection de cellules, et en particulier des 

agents de protection de cellules qui contiennent 

des curcumi noides derives de Curcuma longa L.. Les 
agents de protection des cellules ont une activity 
de protection de la membrane cellulaire et peuvent 

10 §tre utilises a vantageusement comme mati3res 

cosm4t i que s . 

II est connu que les esp3ces chimiques 
a oxyg3ne actif provoquent un endommagement des cellu- 
les, des mutations, des cancers, et un vi e i l li ss ement 
15 en participant 3 la pe roxydat i on des lipides, 3 la 

degradation des prot6ines et a l'alt6ration des acides 
nuclei ques (Leibovitz, B.E. et Siegel, B.W. (1980), 
J. Gerontol., 35 ; 45 ; Foote, C.S. (1982), "Pathology 

of Oxygen" (A.P. Autor, 3d), Academic Press, N.Y., 

20 21 ; Straight, R.C. et Spikes, J.D. (1985), "Singlet 

Oxygen, Vol IV, Reaction Modes and Product, Part 
2" (Primer, A. A. 6d.)). 

Les esp£ces chimiques 3 oxyg3ne actif peuvent 
comprendre I'oxygdne singulet, le radical hydroxyle, le 
25 radical anion superoxyde, le peroxyde d'hydrog3ne 

etc., et des recherches pouss4es sur des produits 
chimiques ou des enzymes permettant de les inactiver 

ou de les pi6ger sont en cours. 

II a d6j3 ete signaie que le /5-carot3ne 
30 (Foote, C.S. et Denny, (1968), J. Am. Chem. Soc., 

90 ; 6233) ou l 'ar-tocopherol ( Fa h renho Itz, S.R. et 

Doleiden, F.H. (1974), photochemistry and photobiology, 
20 ; 505-509) pr6sente une activite d ' i nact i va t i on 

efficace contre I'oxygdne singulet, ce qui a une 
35 grande importance biologique dans les cellules de 
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La peau qui ont fr6quemment I'occasion d'etre expos6es 
h la lumi^re solaire. 

Comme agent de pi4geage pour le radical 
hydroxyle qui est connu pour etre le plus r^actif 
5 parmi les espdces A oxygene actif, on peut citer 
par exemple le mannitol (Martin, J.P. et Logsdon, 
N. (1987), J. Biol. Chem. 262, 15 ; 7213-7219), le 

tryptophane, le formiate, le t-butanol, l'6thanol 
(Bors, W. et Michel, C. (1977) Eur . J . Bio chem., 

10 95 ; 621-627) etc. A I'heure actuelle, des 6tudes 

poussdes sur la superoxyde dismutase, une enzyme 
de l ' organ i sme vivant transformant le radical anion 
superoxyde en peroxyde d'hydrog&ne, sur la catalase, 
une enzyme de I'organisme vivant d6composant le peroxy- 
15 de d'hydrogSne en eau et oxyg&ne et sur la glutathion 
peroxydase sont en cours en relation avec Le vieillis- 
sement (Hans Nohl et Dietmar Hegner (1979), Mechanisms 
of Ageing and Development, II ; 145-151). 

En outre, les cur cumi noi des de Curcuma 
20 Longa L. peuvent comprendre la curcumine, le 4-hydroxy 
cinnamoyl (feruloyl) methane (d6sign6s parfois ci— apr&s 
par "HCFM"), le bis <4-hydroxy cinnamoyl) methane 
(parfois ddsign6 ci— apr^s par "BHCM" ) etc., . et ils 
sont utilises comme pigments comestibles en raison 

25 de leur haute s6curit6 biologique. R6cemment, leur 
activity ant i — oxydante (shizuo Toda, Toshio Miyase, 
Hideko Arichi, Hisayuki Tanizawa et Yoshio Tokino 
(1985), Chem.. Pharm. Bull. 33(4) ; 1725-1728) et 
leur activity anti-inf lammatoi re (Srimal, R.C. et 
30 b.N. Dhawan (1973), J. of pharm. pharmc., 25 ; 447-452) 
ont £t£ signal6es. 

Jusqu'a present, cependant, on n'a effectu6 
aucune recherche et aucun d6 ve loppement sur les agents 
de protection des cellules contre les especes h oxygene 
35 



BNSDOCID: <FR 2655054A1 _1_> 




2655054 



< 






3 

actif contenant des curcuminoides, car la reaction 
bio chi mi que provenant des espies h oxyg£ne actif 
n'est pas comp letement eiucidee, et par consequents 
les etudes sur les inhibiteurs de ces especes sont 
5 limitees at; /J-carot&ne, a l 'ct-tocophe ro l qui riagissent 
photochi mi quement et directement avec elles. En outre, 
on considere que le fait qu'aucun procede experimental 
quantitatif et bioch i mi quement-bi o Logi quement 

significatif pour determiner L'activite de protection 
10 des cellules des curcuminoides n'a ete etabli dans 
la pratique, contribue £ cet etat de choses. 

La demanderesse est partie de I'idee que 
l'activite anti -oxydante des cu rcumi noides refieterait 
leur reaction physi cochimique directe avec Les especes 
15 3 oxygene actif et que leur activite ant i — i nf lammat oi re 

resulterait de leur participation £ la reaction biochi- 
mique provenant des especes e oxygene actif, et elle 
a mis au point des agents de protection des cellules 
contre les especes a oxygene actif contenant des 
20 curcuminoi des en utilisant le procede de mesure de 

l'activite de protection des cellules mis au point 
par elle dans le brevet n° 90.00935, accorop l i ssan t 
ainsi la presente invention. 

Par consequent, le but der La pr6sente inven- 
25 tion est de fournir pour la premiere fois des agents 

de protection des cellules contre les especes 5 oxygene 
actif contenant des curcuminoides. 

Un autre but de la presente invention est 
d'identifier I'excellent effet de protection des 
30 cellules des curcuminoides en comparant leur activite 

& celle d'autres agents de protection des cellules 
connus au rooyen du procede ci—dessus. 

Un autre but de la presente invention est 
de fournir des agents de protection des cellules 
33 
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plus efficaces en dEcouvrant une synergie qui puisse 
augmenter I'activitE de protection des cellules des 
curcumi noides . 

L'expErience importante du point de vue 
biochimique-biologique de photohEmolyse des Erythrocy- 
tes publiEe par la demande re sse dans le brevet n° 
90.00935 a EtE utilisEe pour mesurer quantitati vement 
I'activitE de protection des cellules des curcumi noi des 
contre les espEces E oxygene actif. 

A la suite de ces Etudes, la demanderesse 
a trouvE que des curcumi noides tels que la curcumine, 
le 4— hydroxy cinnamoyl (feruloyl) mEthane, Le bis 
(4-hydroxy cinnamoyl) mEthane etc., ont une forte 
activitE de protection des cellules vis-E-vis des 
especes E oxygEne actifnuisibles. 

La demanderesse a trouvE que cette trEs 
forte activitE de protection des cellules des curcumi- 
noides pouvait Stre attribuEe au fait qu'une rEaction 
biochimique secondaire autre que la rEaction d'altEra- 
tion physi coch i mi que directe par les especes E oxygEne 
actif entrait en jeu dans la photohEmolyse des Erythro- 
cytes et que les cu r cumi noi de s , non seulement rEagis- 
sent directement par voie phys i coch imi que avec les 
espEces E oxygEne actif, mais encore jouent un rble 
important dans la rEaction biochimique secondaire. 
Il est Egalement considErE que la forte activitE 
de protection des cellules des cu r cumi noides contre 
les espEces E oxygEne actif nuisibles est en relation 
Etroite avec leur activitE ant i -i nf lammatoi re . 

En outre, la demanderesse s'attend E ce 
que I'activitE de protection des cellules des 
cu r cumi noides contre les espEces a oxygEne actif 
nuisibles soit fortement augmentEe par I'addition 
d'acide ascorbique ou de supe roxyde dismut ase. La 
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demande re sse a examinE I'effet synergique de L'acide 
ascorbique ou de La superoxyde disroutase dans I'activi- 
tE de protection des cellules des cur cuminoi des en 
suivant la mEthode expE r i ment a le dEcrite dans L'exemple 
5 1, et elle a obtenu les rEsultats figurant dans le 

tableau 1. 



Tableau 1 

-j g Activity de protection des cellules de curcuainoTdes. 
de L*acide ascorbique (AA) ou dela superoxyde diseuta- 
se (SOD) ou de mElanges de ceux-ci. 



Echanti l Ion 

et concentration finale 


Temps nEcessaire pour que 
50% de 6x10^ Erythrocytes 
soient lysEs par 
I'oxygEne actif (min) 


curcumine 25juM 


55 


AA lOOpN 


32 


curcumine 25pM + AA lOOuM 


102 


BHCM 25p« 


62 


BHCM 25pM + SOD 50ug/ml 


72 


HCFM 25/uM 


72 


HCFM 25jjM + SOD 50ug/ml 


85 


SOD 50pg/ml 


32 


SOD 100/ug/ml 


32 


curcumine 25pM + SOD lOOug/ml 


70 


tEmoin 


32 



15 



20 



25 



Comme le montre le tableau 1^ les activitEs 
30 de protection des cellules contre les especes & oxygene 
actif ont EtE augmentEes d'une maniere significative 
par 1‘addition d’acide ascorbique ou de superoxyde 
disrautase dans une quantity de 1 0OpM ou de 50-1 OOpg/ra l 

respecti vement h 25fiM de cu rcumi no! des . 

35 
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On a trouvd que I'acide ascorbique prot^geait 
synergi quement les cellules en inhibant I'oxydation 
de la curcumine. 

La superoxyde dismutase est une enzyme 
5 qui est pr^sente dans Le cytoplasme ou les mitochon- 
dries des organismes et qui dlimine I'oxygene actif 
0 2 " nuisible en prot4geant les cellules contre I'altS- 
ration par oxydation. On considere que dans les agents 
protecteurs des cellules' contenant les curcumi noides 
10 et la superoxyde dismutase conformes S l ' invention, 
les curcuminoides prot4geraient les cellules en trans- 
formant I'oxygene actif ' 0 2 nuisible en 0 2 ~ moi ns 
nuisible, et qu’ensuite la superoxyde dismutase £ t i m i - 
nerait le 0 2 “r protdgeant ainsi synergi quement les 
15 cel lutes. 

Dans la pr^sente invention, les concentra- 
tions des curcumi noide s dans les agents de protection 
des cellules ne sont pas d4te rmi nantes . Lorsque I'agent 
contient le curcumi noi de, plus de la superoxyde dismu- 
20 tase et/ou de I'acide ascorbique, leurs proportions, 
bien que n'4tant pas pa rt i cu l i e rement limit^es, sont 
par exemple telles que 8g de la superoxyde dismutase 
ou 2,8g (1 6,0mmo l ) d'acide ascorbique sont dissous 

dans 1,01 d'eau et que I'on y ajoute une solution 
25 de 1 ,48g (4,0mmol) de curcumine, 1,86g (4,0mmol) de 

HCFM ou 1,24g (4,0mmol) de BHCM dans 20ml d'dthanol. 

La pr4sente invention sera d6crite d'une 
mani e re plus ddtailUe en se basant sur les exemples 
suivants. 

30 Exemple 1 . Hesure de I'activitj de protection des. 

cellules des curcumi non des con tre les especes — | — oxyg&n . e 

actif * 

1 ) preparation des 6chant i L lons_^ 

On dissout un curcumi noi de ou un compost 
35 ph4nolique choisi parmi la curcumine, le 4-hydroxy 
cinnamoyl (f4ruloyl> methane (HCFM), le bi s (4-hydroxy 
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5 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



cinnamoyl) mEthane (BHCM), I'acide cinnamique, t'acide 
paracoumari que, I'acide fErutique, L'acide sinapique, 
I'acide ch lorogEnique, I’acide cafEique, le gatlate 
de propyle, I'azine de La vanilline, la capsaicine, 
la braziline, L ' hEmatoxy L i ne ou le triphEny IphEnol, 
ou l 'a-tocoph 4 ro l en tant qu ' ant i oxydant s connus 
dans une quantity de 4mmol chacun dans 1,0 l I'Ethanol 
pour obtenir des Echant i L Ions . 

2) Hesure . 

On centrifuge le sang d'un lapin E 8000 
t/min pendant 5 min et on le lave pour obtenir des 
Erythrocytes que I'on dilue avec du sErum phy si o logi que 
pour prEparer la suspension d ' E ry th rocy te s (6x10^ 
Erythrocytes / 3,5ml). On prEpare 6 tubes E essai 
de Pyrex de 10ml de 1,0cm de diamEtre* et on introduit 
dans chacun 3,5ml de la suspension. On prend 3 des 
6 tubes E essai comme groupe tEmoin et on y ajoute 
respectivement SOpl d'Ethanol. On prend les 3 tubes 
& essai restant comme groupe d'essai, et on y ajoute 
respectivement 50^1 d * Echant i l Ion, puis on les fait 
prEincuber E I'obscuritE pendant 30min. Lorsque la 
prEincubati on est terminEe, on y ajoute 0,5ml d'une 
solution aqueuse de rose bengale (12jjM) comme photo” 
sensibi li sant et on scelle les ouvertures de chacun 

des tubes ci essai avec un film revetu de paraffine. Dans une bo£te 
hexahEdrique rectangulai re de 50x20x25cm dont I'rntE- 
rieur a EtE peint dans une couleur foncEe, et EquipEe 
d'une lampe fluorescente de 20W, on dispose les tubes 
& essai en un point distant de 5cm de la lampe et 
on les irradie pendant ISmin. Le but de I'addition 
de photosensibi lisant et de l ' i r radi a t i on est de 
produire des especes E oxygEne actif. 

Lorsque l ' i r radi at i on est terminEe, on 
mesure la transmittance de chaque tube E essai E 
700nm E des intervalles de 15oin E I'obscuritE. L aug 
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mentation de La transmittance de la suspension d'Ery- 
throcytes E cette Longueur d’onde est propo rt i onne L Le 
au deg rE d'hEmolyse des Erythrocytes. 

Chacun des stades de I'expErience ci-dessus 
a EtE effectuE dans une saLLe k tempErature constante 
de 27°C. L’activitE de protection des cellules contre 
Les espEces a oxygene actif de l • Echant i l Ion a EtE 
dEfinie comme le temps de demi -hEmo lyse (min), 
c ' est-S-di re le temps nEcessaire pour que 50% des 
Erythrocytes ajoutEs dans les conditions de mesure 
ci-dessus soient photohEmo lysEs . 

3) REsultat s . 

Les rEsultats sont donnEs dans le tableau 
2, qui montre que des curcuminoTdes comme la curcumme, 
le HCFH, le BHCM prEsentent une excellente activitE 
de protection des cellules. 
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Tableau 2 

Effet de protection des cellules des curcumi noTdes et des 
c ompos4s ph4noli oues contre les esp4ces & oxyg^ne actif* 



Echanti lion 



Temps de 

dem i “h4mo ly se (min) 



curcuminoides 

curcumine 

HCFM 

BHCM 



acide cinnamique 
acide pa racouma ri que 
acide f 4 rul i que 
acide sinapique 
acide ch lorog4n i que 
acide c af 4 i que 
gallate de propyle 
azine de la vanilline 
capsa? ci ne 
brazi line 
h4matoxy line 
triph4nylph4nol 



«*-tocoph4ro l 



t4moi n 



* Concentration finale des 4chantillons : 50|iM, 
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Fxemple 2- Effet svnerqio ue de l’acide ascorbi qu . e 

Pt/ou de La superoxyde dismutase sur — l ' a c t i v . i t4 — de. 

protection des cellules des curcumi noi de_s_-. 

Pour examiner I'effet synergique de L'acide 
ascorbique et/ou de La superoxyde dismutase sur L'acti- 
vit6 de protection des cellules des cur cumi noi de s, 
on a effectu^ Les memes experiences que dans L'exemple 
1 en utilisant Les divers echantiLlons indiqu^s dans 
Le tabLeau 3. 

Les r^suLtats sont donnas dans Le tableau 
3, qui montre que Les agents de protection des cellules 
contenant Les curcumi noides en meme temps que de 
l'acide ascorbique et/ou de La superoxyde dismutase 
conformes k L'invention ont un effet de protection 
des cellules contre les especes a oxyglne actif plus 
<§lev<§ que I'agent de protection des cellules connu, 

l* a- tocopherol- 
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Tableau 3 

Effet svnergiaue de I'acide ascorbiaue (AA) et/ou de la 
superoxvde dismutase (SOD) sur I'activitS de protection 
des cellules des curcuiinofdes. 



10 



15 



20 



25 



30 



Echantillon et concentration 



curcumine (50pH) + SOD (350 Ul/m 
HCFH ( 50 (jH) + AA(0,2mM) 

BHCH (50/jH) + SOD (350 UI/ml) + 
AA (0,2mM) 



curcumine (50fjM) 
HCFH (50pH) 
BHCH (50 /jH) 



SOD (350 UI/ml) 
AA(0,2raH> 



cr-tocoph^rol (50 /jH) 



t#tnoin 



finale 



Temps de 
demi -h6mo lyse 
(min) 



l) >300 

>300 



>300 



145 

240 

180 



32 

32 



45 



32 



35 
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REVENDI CATIONS. 



1. Agent de protection des cellules contre 

les especes a oxyg^ne actif, caract6ris£ en ce qu'il 

5 comprend un curcuminoide obtenu a parti r de Curcuma 

longa L. . 

2. Agent de protection des cellules suivant 

la re vendi cat i on 1 , caract6ris£ en ce que le curcumi- 
noide est choisi parmi la curcumine, le 4-hydroxy 

IQ cinnamoyl £f6ruloyl) methane et le bis(4-hydroxy 
cinnamoyl)m6thane. 

3. Agent de protection des cellules contre 

les especes h oxygene actif, caract£ris£ en ce qu'il 

comprend un curcuminoide obtenu k partir de Curcuma 

15 longa L., de I'acide ascorbique et/ou de la superoxyde 

di smutase . 
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